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DFo folgenden Angaben «nd den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Prozessieren von Proben in Losungen mit definiert kleiner Wandkontaktflache 
OP Die Erfindung betrifft das Prozessieren von kleinsten 

Probenmengen, also das Ausfuhren von chemischen 

Oder enzymatischen Reaktionen, von Aufreinigungen 

Oder yon analytischen Untersuchungen, in kleinsten Flus- 

sigkeitsmengen In der GroBenordnung von einem Mlkro- 

liter und darunter, insbesondere fur sehr groBe Anzahlen 

voh Proben in simultanen Prozessen. 

Die Erfindung besteht darin, die bei kleinsten Flussigkeits- 

mengen disproportional wachsenden Behalten/vandkon- 

taktflachen mit ihren groBtenteils schadlichen Einflussen 

durch die VenArendung von stehenden (oder hangenden) 

Tropfchen als Mikroreaktorenfur das Prozessieren zu ver- 

rmgern, wobei die Tropfchen auf benetzungsfreundlichen 

( yophilen) Ankern in ansonsten benetzungsfeindlichen 

(lyophoben) Oberflachen aufeitzen und daher eine wohl- 

definierte Wandkontaktflache besitzen. Die Anker konnen 

in gewunschter Weise passiviert oder aber oberflachen- 

aktiv gemacht warden, letzteres, urn bestrmmte Prozes- 

sierungsschritte zu unterstutzen. Es ist auch moglich 

elektnsche, optische, nuidische oder andere mikrostruk- 

turierte Elemente in den Trager zu integrieren, urn das 

Prozessieren zu unterstutzen. Die Erfindung betrifft das 

grundlegende Verfahren der Prozessierung im aufsitzen- 
den Tropfchen und entsprechend ausgestaltete Trager. 
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Beschreibung mischen Prozessierung zunutze macht Die Entwicklung 

wunschter Weise passiviert oder auch oberflactenTdv H DNA^p^ ^"^"^ "^"^ ^'^ 

^ ' keitsmengen der relative Wandanteil der umschUeBenden 

unterworfen wird, beispiels weise Tausenden von verschie- Prot.;,,*. , , ^ u ^ 

denartigen SNP-AnalyL (SNP = Single Nu^tic^ fa^t S ^^^0"^^^^ 

morphism), um eine dctaiUierte Genotypisierung zu erhal- 45 2n dl l.^ Protein von Interesse wer- 

ten. Es kann sich aber auch urn Tausende toiTeJSiSsn ^,Tn,t r> r f^T ausgeschnitten oder ausge- 

artigen Proben handeb. die simultS vonSS^ SlJ ?r ^'1' ^'.f " "^"•"^ ^"^'^ 

sUcnggetrennteinemdi^igenPcDze^iemrgsvS^ sntuw^' ? 1"f^."" nut e.ner Enzymlosung (bei- 

terworfen weiden. Beispilkweise kTnnen TaS^ von T Z % ^^^""^ ^" 

Gewcbeproben verschiedener HerkuT »nf ■ "^^^ ^"^^^ voigegebenen SchnittsteUen. Die Verdau- 

fehlgebUdetrs p:ot3fht "nelS peptide haben bei Anwendungvoc TWpsin eir, n,ittler«s 

stinunte Krankhei, in vielen Patientn sSulLT ^Xgnt ^T^XSieVsnntS^^^^ Masseneinhei- 

stizieren Auch Mischformpn ci'nH rT^?\^u^u u i * .^"'^ ™' ^'^^ repUde konnen im Gel diffundieren, sie wandem 

Bin sichtbarerer Expo Jm rs^f iTSSst die «v 55 ^"'^ Vf^ "''^c ^'"^'"^ "'"^^ Hiissigkeits- 

erneSJwe5™lS^^^f^^.^^ r^'''^^'^ ^"^^^ D^"^' interessieren nicht nur die sehr konzentriert vor- 



DE 199 49 735 A 1 



• 



millimetem. 1st diese Wand adsoqptiv fiir eines der Verdau- 
peptide, so kann sie sich leicht monomolekular mit diesem 
Verdaupeptid bedecken. Dabei kann sie in einer einzigen 
monomolekularen Bedeckungsschicht insgesamt etwa 40 
Picomol an Verdaupeptid des Molgewichts von 1000 atoma- 
ren Masseneinheiten aufhehmen, also etwa das 2000-fache 
dessen, was in unserem Beispiel uberhaupt in der Losung 
zur Verfugung steht. Selbst wenn die Adsorptivitat der Ge- 
faBwand durch geeignete MaBnahmen auf ein Tausendstel 
reduziert werden konnte, wiirde inrnier noch das interessie- 
rende Verdaupeptid voUstandig adsorbiert werden konnen 
und es ware durch keine MaBnahme mehr wieder in Losung 
zu bringen. 

Das hier gerechnete Beispiel von 20 Mikrolitern Probelo- 
sung betrifft aber eine Probenmenge, die heute als groB er- 
achtet wird. Geht man auf eincn Mikroiiter oder sogar ICQ 
Nanoliter iiber, so steigen die Einflusse der Wandkontakte 
nochmals dramatisch an. 

Es ist eine oft gehortc Meinung, die Adsorptivitat einer 
Wand konne durch Hydrophobisiening herabgesetzt wer- 
den. Das ist falsch. Fur die Herabsetzung der Adsorptivitat 
geniigt es nicht, die Oberflache benetzungsabweisend (hy- 
drophob) fiir die Analydosung zu machen, im Gegenteil, die 
Hydrophobic bindet hydrophobe und amphiphile Analytmo- 
lekiile in groSerem MaBe. 

Die zwanzig Aminosauien. aus denen alle Proteine beste- 
hen, haben ganz verschiedenartige Eigenschaften. Drei der 
Aminosauren sind basisch, zwei sind sauer. sieben sind zwar 
chemisch neutral, aber durch OH-, SH- oder CONHj-Grup- 
pen hydrophil. Acht Aminosauren aber, also 40% aller Ami- 
nosauren, sind neuural und hydrophob. Sie haben alkylierte 
Oder aromatische Seitenketten und zeigen Upophilen Cha- 
rakter. 

Die Verdaupeptide unseres Beispiels werden einen mehr 
Oder weniger groBcn Anieil an dicsen hydrophoben Amino- 
sauren enthaiten. Bcfinden sich mehrere hydrophobe Ami- 
nosauren nebeneinander in der Polymerkeue des Peplids, so 
zeigt sich hier eine deudich uberwiegende Hydrophobie, 
Oder zumindest eine Amphiphilie mit tensidem Charakter! 
Diese Peptide binden sich entweder durch sogenannte "hy- 
drophobe Bindungen*' aneinander und hydrophilisieren sich 
so gegenseitig nach auBen (was bei den geringen Konzentra- 
tionen in nur sehr geringcm MaBe eintritt) oder sie sammeln 
sich (wie Tenside) bevorzugt an der Oberflache der Lo- 
sungsfliissigkeit. Treffen sie auf eine hydrophobe Wandfla- 
Che, so werden sie auch hier durch hydrophobe Bindungen 
adsorbiert. Dieser Effekt ist die Grundlage der hydrophoben 
Assoziaiions-Chromatographie. 

Fiir diese hydrophoben Analytpeptide ist es besser, ein 
GefaB mit stark benetzbarer Oberflache zu benutzen, also 
erne eher stark hydrophile Oberflache. Diese Oberflache ist 
in der Regel mit ziemlich fest gebundenen Wassermoleku- 
len bclegL Es besteht daher auch nicht die Gefahr einer Ad- 
sorption von hydrophilen Analytmolekulen, zumal diese in 
der Regel auch in der Losung mit Wassermolekulen urage- 
ben sind. GefaBe mit hydrophilen Oberflachen bieten aber 
die Gefahr von Randverschmutzungen an der Grenzflache 
des Russigkeitsspiegels. Die hydrophile Oberflache fuhrt zu 
sich standig ausweitender Benetzung, zu einem Kriechen 
der HussigkeiL Durch Volumenveranderungen, beispiels- 
wcise durch leichtes Eintrocknen, kann es hier zu Ablage- 
nmgen, AuskristaUisaiionen, Verkrustungen und anderen 
Randerscheinungen kommen, denen vemunftig nur durch 
laufend steigende Flussigkeitsmengen wahrend des Prozes- 
sierens zu begegnen ist, Gerade fur das Prozessieren von im- 
mer kleineren Probenmcngen in immer kleineren Flussig- 
keitsmengen sind diese Randerscheinungen sehr nachteilig. 



Aufgabe der Erfindung 



Es ist die Aufgabe der Erfindung, Verfahren und Vorrich- 
tungen fiir das Prozessieren von Proben in kleinen Fiussig- 
5 keitsmengen von etwa einem Mikroiiter und darunter zu fin- 
den, die die GefaB wandkonlaktflachen in ihrer GroBe sehr 
klein halten, dabei aber diese Flachen unabhangig von 
Schwankungen des Flussigkeitsvolumens exakt definieren, 
und es so erlauben, diese kleinen GefaB wandkontaktflachen 
10 durch Oberflachenpraparationen definiert in die Prozessie- 
rurig einbezidien zu konnen. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

15 Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren und Vorrichtun- 
gen fur das Prozessieren von Probenmolekiilen in kleinen 
Mengen von Flussigkeiten. Die Erfindung besteht darin, die 
Probe in einem Tropfen zu prozessieren. der frei auf einem 
benetzungsfreundlichen (hier ganz aUgemein als lyophil be- 
20 zeichneten) Anker in einer benctzungsfeindlichen Gyopho- 
ben) Umgebung einer Unterlage steht oder an ihm hangt. 

Der durch Oberflachenspannung zusammengehaltene 
Tropfen, der lyophile Anker, der lyophobe Rand des Ankers 
und das den Tropfen umgebende Gas bilden also einen Mi- 
25 kroreaktor fiir das Prozessieren. Die Unterlage ward hier 
Trager genannL Der Trager kann beispielsweise eine Platte 
in GroBe einer Mikrodierplatte, aber auch ein Chip sein, bei- 
spielsweise auf Silizium-. Glas-, oder Kunststoftbasis.' Der 
Chip kann neben den Ankem auch elcktronische, fiuidische 
30 Oder andere mikrostrukturierteElemente enthaiten. Bei rich- 
dger Wahl des Tropfchenvolumens, der AnkergroBe, und 
des Lyophobie-Unterschiedes zwischen Anker und Umge- 
bung benetzt das Tropfchen sehr scharf nur den Anker, nichf 
aber die lyophobe Umgebung. Im Gegensatz zur Lever-Me- 
35 thode eines frei schwebenden Tropfchens existiert bei dem 
erfindungsgemafien Verfahren eine kleine. definiert groBe 
und definiert benetzte Wandflache. die durch geeignete 
Funktionalisierung in die Prozessierung cinbezogen werden 
und besdmmte Aufgaben ubemehmen kann. 
40 Die Erfindung betriff^t sowohl das Verfahren der Prozes- 
sierung im aufsitzenden Tropfen wie auch die Trager mit ly- 
ophilen Ankem bestimmter Belegungs- und Ausfuhrungsar- 
ten in lyophober Umgebung als Vorrichtung fiir dieses Pro- 
zessieren. Der Anker ist dabei bevorzugt ein ebener Teil ei- 
45 ner ebenen Oberflache des Tragers, kann aber auch fur be- 
sondere Zwecke eine konvexe oder konkave Fomi haben. 
Wesentlich fur die Erfindung ist die Konstanz der Benet- 
zungsflache, die durch den Anker vorgegeben ist. (Trager 
mit hydrophilen Ankem in hydrophober Umgebung fur das 
50 Aufbringen von MALDI-Proben fur die Massenspektrorae- 
trie, jedoch ohne jedes chemisch-physikalische Prozessieren 
auBer Trocknen, sind aus DE 197 54 978 bekannt. Eine Be- 
legung der hydrophilen Anker mit lonenaustauschera ist als 
DE 199 23 761 angemeldet.) 
55 Es kann auf einem Trager eine auBerordentlich hohe An- 
zahl an erfindungsgemafien Mikroreaktoren fur die Prozes- 
sierung untergebrachi werden. Selbst bei relativ groBen Vo- 
lumina von 500 Nanolitem, die Tropfen mit etwa einem 
Millimeter Durchmesser ergeben, konnen auf einem Trager 
60 der GroBe einer Mikroliterplatte mit einem Rasterabsiand 
von 1,5 Millimetem 3456 Tropfen untergebracht werden. 
Modeme Piezodispenser konnen aber wohl definierte Tropf- 
chen wesendich geringerer Volumina erzeugen, so dass auch 
noch wesendich hohere Tropfchendichten erreichbar sind. 
65 Mil Tropfchen von je 170 Nanolitem. die einen Durchmes- 
ser von etwa OJ Millimetem haben, ist bei 1.125 Millimter 
Rasterabstand eine Belegung mit 6144 Mikroreaktoren 
moglich. 
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Nach erstem Probcnauftrag erfolgt die weiterc Zugabe 
von Substanzen wie Losungsmitteln, Reaktionslosungen 
Oder Regulationssubstanzen vorzugsweise beriihrungslos, 
urn zusatzliche Wandkontakte und damit verbundene Sto- 
rungen auszuschlicBen. Hierfur eignen sich prinzipieli fol- 5 
gende Methoden: (a) die Zugabe von beliebigen Losungen 
durch beriihrungsloses Dispensieren, (b) die Zugabe reinen 
Losungsmittels mittels Kondensadon aus ubcrsatdgter 
Dampfphase durch den Einsatz einer Feuchtigkeitskammer 
Oder eines unten beschriebcnen Verteilerdeckels, (c) die lO 
Zugabe von gasfomiigen Reaktanten oder Regulationssub- 
stanzen aus der umgebenden Gasphase, und (d) die Zugabe 
von Reaktionslosungen oder Losungsmitteln durch einfa- 
ches Aufspruhen, wobei sich die Russigkeit von den ly- 
ophoben Flachen auf die lyophilen Rachen und somit zu 15 
den Probenlropfchen zuruckzieht. Bei Mikrodispensem 
werden analog zur Tintenstrahldrucktechnik kleinste Flus- 
sigkeitstropfen beruhrungslos auf das Zielsubsu-at platziert, 
wobei sich wohldefinierte Tropfchen mit Volumina von 
etwa 50 bis 100 Picoliter erzeugen lassen. Nicht beriihrungs- 20 
freies Auftragen kann (e) durch einfaches Taucheo der Tra- 
ger geschehen, beispielsweise urn einen Grundauftrag mit 
Reaktanten vor dem eigaitlichen Probenauftrag zu erhalten, 
aber auch (f) durch Vielfachpipcttenkopfe, (g) durch Stem- 
pel ("Pin-Tools") Oder (h) durch fiuidische Schaltungen auf 25 
dem Chip, die dem Tropfchen Russigkeiten durch den An- 
ker hindurch zuftihren konnen. Durch die unten beschrie- 
bene Kontaktiibertragung von Tropfchen von einem Trager 
zum anderen konnen auch nicht beriihrungsfreie Auftra- 
gungsarten auf saubere Zwischentrager ohne Verschmut- 30 
zung der Pipetten, Stempel, oder fluidischen Zubringeita- 
nale eingesetzt werden. (Aus DE 196 28 178 ist das Auftra- 
gen von Proben mit Vielfachstempebi oder Vielfachpipetten 
auf MALDI-Probentrager in MikroiiterplattengroBe be- 
kannt). 35 

Durch vorsichtiges Umdrehen von Tragem konnen die 
dann hangenden Tropfen auch in direktem Kontakt oder 
durch gezieltes Abschutteln synchron von einem Trager 
zum anderen ubertragen werden, so dass verschieden funk- 
tionalisierte Trager nacheinander oder nicht beriihrungsfreie 40 
Zubringersysteme ohne Verschmutzungsgefahr benutzt wer- 
den konnen. 

Die lyophilen Anker konnen in vielfaltiger Weise funktio- 
nalisiert werden. So konnen Analytmolekule an geeignet 
praparierten Ankem durch Adsorption (beispielsweise an 45 
C18-praparierten Ankem), durch chemische Bindungen, 
durch Hybridisierung (DNA) oder durch Andkorperijindun- 
gen voriibergehend oder dauemd immobilisiert werden. Im • 
immobilisierten Zustand konnen sie Reaktionen unterwor- 
fen, hybridisiert, enzymatisch verlangert oder verkiirzt, oder 50 
einfach nur durch Waschcn von Bestandteilen der Reakti- 
onsldsung befreit werden. Es konnen beispielsweise aber 
auch Schichten zur langsamen Abgabe von Reaktantmole- 
kiiien oder zum Fangen schadiicher Reaktionsprodukte oder 
bestimmter Verschmutzungen aufgebrachl werden, bei- 55 
spielsweise konnen lonenaustauscher zum Einfangen von 
Metallionen dienen. Die Anker konnen aber auch in ihrer 
physikalischen Ausformung in besonderer Weise fiir die 
Analyse vorbereitct sein, beispielsweise durchsichtig oder 
spiegelnd fur speklromeuische Untersuchungen, oder sogar 60 
mit eleklronischen, fluidischen, optischen und/oder mikro- 
mechanischen Elementen versehen auf einem Chip fiir ober- 
flachenanalytische oder optische Verfahren. 

Die Tropfchen konnen in gesattigiem Losungsmittel- 
dampf iiber langere Zeit vor dem Einlrocknen bewahrt wer- 65 
den. Mit eng schlieBenden Deckeln lassen sich die Trager 
auch inkubieren, oder sogar, etwa fiir PCR-AmpUfikaiionen, 
Teraperaturzyklen unterwerfen. Die Deckel konnen auch 



mit Einrichtungen fur die gleichmaBige Zufuhrung gasfor- 
miger Reaktant- oder Regulationssubstanzen versehen sein. 

Teilurocknungsprozesse in trockener Luft erzeugen in den 
Tropfchen sehr schnelle und unregelmaBige Wirbelstromun- 
gen, diese bilden einen auBersi effekdven Mischprozess, der 
fur die Beschleunigung von Reaktionen ausgenutzt werden 
kann. 

Die Proben konnen teils in flussigem, teils in getrockne- 
tem Zustand in vielfaltiger Weise analysiert werden, bei- 
spielsweise colorimetrisch, absorpuonsspektrometrisch 
(auch im UV oder ER.), fluoreszenzspektrometrisch, radio- 
graphisch oder massenspekurometrisch. Insbesondere kon- 
nen auch sehr empfindliche oberflachenanalytische Verfah- 
ren dngesetzt werden, wie beispielsweise "Surface Plasmon 
Resonance" oder "Surface Acoustic Waves". 

Durch Trocknen oder Einfrieren konnen die Proben auch 
fiir langere Zeit lagerfahig gemacht werden. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abb. 1 A zeigt einen Tropfen (1) auf der lyophoben Obcr- 
flache (3) eines Tragers (2) mit dem sich ausbildenden 
Randwinkel a. Abb. IB zeigt einen Tropfen (1) des selben 
Volumens auf einem lyophilen Anker (4), der jetzt vollkom- 
men benetzt wird, wodurch ein kleinerer Randwinkel a ge- 
bildet wird. Dieser auf dem Anker aufsitzende Tropfen bil- 
det den Mikroreaktor, der dem erfindungsgemafien Verfah- 
ren zu Grunde liegt. Abb. IC zeigt, wie eine gut lyophile 
Ankerfiache auch noch voUkommen benetzt wird^ wenn 
sich das Volumen des Tropfens (1) etwa durch Eintrocknen 
staric veningert hat; dabei hat sich der Randwinkel a sehr 
stark verandert. Diese GroBenkonstanz der Wandkontaktfla- 
che ist ein wesendiches Merkmal der Erfindung. 

Abb. 2 zeigt eine Reihe von Tropfen (1) auf lyophilen 
Ankem eines Tragers (2). mit einem Deckel (5), der ein Gas- 
fiihrungssystem (6) zur gleichmafiigen Zufuhrung der Gase 
Oder Dampfe zu den einzelnen Tropfen und zu ebenso 
gleichmaBiger Abfuhrung enthalL 

Abb. 3 zeigt die gravitatsunterstutzte Ubertragung vieler 
hangender Tropfen gleichzeitig von einem oberen Trager 
auf einen unteren Trager. Ein Rahmen (7) fuhrt die Trager 
und halt sie zunachst auf Abstand (Abb. 3A). Das Zusam- 
mendriicken der Fedem (8) im Rahmen (7) bewirkt die Kon- 
taktnahme der Tropfen mit dem unteren Trager (Abb. 3B). 
Nach voreichtigem Entspannen der Fedem (8) befindet sich 
der Hauptteil der Tropfen auf der unteren Platte (Abb. 3C). 
Mit der Anordnung lassen sich auch stehende Tropfen uber- 
tragen, indem man die Flatten erst im zusammcngednickten 
Zustand (wie in Abb. 3B) umdreht. Die Sandwichanord- 
riung nach Abb. 3B eignet sich bei geeigneter Ausfuhmng 
der Trager auch fiir eine Durchstrahlung der Tropfchen, bei- 
spielsweise fur absorplionsspekuometrische Messungen. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen 



Sitzt ein Tropfen auf einer Oberfiache wie in Abb. 1 A mit 
einem Randwinkel a groBer als 90° auf, das heiBt, ist seine 
Benetzungsflache kleiner als der Tropfendurcfamesser, so 
spricht man von einer benetzungsfeindlichen Oberflache fur 
diese Flussigkeit. Diese Benetzungsfeindlichkeit wird hier 
ganz allgemein als Lyophobie bezeichnet, in einer Erweite- 
rung des Begriffs, wie er in der KoUoidcheraie fiir Partikel 
in einer Flussigkeit gebraucht wird. Entsprechend wird hier 
unter lyophil auch benetzungsfreundlich versiandcn, der 
Randwinkel a ist dann kleiner als 90**. 

Fiir eine beneLzungsfeindliche Oberfiache sind die Anzie- 
hungskrafte der Molekule der Russigkeit auf ein Oberfla- 
chenmolekul der Flussigkeit grofier als die Anziehungs- 
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krafte der festen Oberflache auf dieses Molckul. Der Rand- 
winkel a wird durch die Oberflachenspannungen a der Flus- 
sigkeit und des Festkorpers und durch die Grenzflachen- 
spannung y beschrieben: 



8 



cosa = (Ofest- Tf«t-flussig)/aflQs«6- 

Fur sehr lyophobe Oberflachen in Bezug auf die vewen- 
dete Russigkeit ist die Benetzungsflache sehr klein und der 
Randwinkel sehr groB, bezogen auf gleiche TropfchengrbBe 
ist die Benetzungsflache kleiner als fur weniger lyophobe 
Oberflachen. Da die Oberflachenspannung der flussigen 
Phase auch von der GroBe des Tropfchens abhangt, ist fur 
kleine Tropfen einc Benetzungsflache zu bcobachten, die ira 
Verhaltnis zum Tropfendurchmcsscr kleincr ist als fur gro- 
Bere Tropfen. 

Versieht man die Festkorperoberflache wie in Abb. IB 
miteinem benetzungsfreundlichen (lyophilen) Reck, dessen 
Durchmesser groBer ist als die Benetzungsflache des Trop- 
fens auf der lyophoben Oberflache, so wird der Tropfen ge- 
nau diesen Reck benetzen und an der Grenzflache zur ly- 
ophoben Oberflache einen Randwinkel a ausbilden, der 
kleiner ist als der Randwinkel ohne lyophilen Reck, Dieser 
lyophile Reck wird hier Anker gcnannt, Der Anker ist vor- 
zijgswcise rund ausgebildet Dieser Reck braucht nicht 
wirklich lyophil im absoluten Sinne zu sein, um diese Wir- 
kung zu erzeugen; es genugl, dass er weniger lyophob ist als 
die Umgebung. Seine geringere Lyophobie muss einen 
Randwinkel besitzen, der kleiner ist als der des auf dem 
Reck aufsitzenden Tropfens. Die Begriffe der Lyophilie und 
Lyophobie sind also relativ zueinander zu sehen, die Grenze 
von 90° fur den Randwinkel als Abgrenzung zwischcn Ly- 
ophobie und Lyophilie gilt hier nicht unbedingt! 

Die Erfindung besteht nun darin, die Probe in einem Riis- 
sigkeitstropfen zu prozessieren, der so auf einem lyophilen 
Anker in einer lyophoben Umgebung einer Unteriage steht, 
dass er den lyophilen Anker vollkommen benetzt, aber nicht 
die lyophobe Umgebung. Dieser erwunschte Benetzungszu- 
stand kann leicht durch richtige Wahl des Tropfchenvolu- 
mens, der AnkergroBe. und des Lyophobie-Unterschiedes 
zwischcn Anker und Umgebung crreicht werden. Das Vblu- 
men des Tropfchen oder Mikroreaktors kann dabei unter 
Einhaltung der Benetzungsbedingung in sehr weiten Gren- 
zen schwanken, wie aus den Abb. IB und IC ersichtlich. 
Dieser durch Oberflachenspannung zusamraengehaltene 
Tropfen, sein lyophiler Anker, der lyophobe Rand um den 
Anker und das den Tropfen uragebende Gas bilden den Mi- 
kroreaktor Fur das Prozessieren, wobei die Wechselwiikung 
des lyophoben Umgebungsrandes mil dem Tropfen in der 
Praxis vemachlassigt werden kann, da sie nur wenigeMole- 
kule in linearer Anordnung betrifft. Bei porosen Ankcm ge- 
horl das Porenvolumen mit zum Mikroreaktoi; die bei poro- 
sem Anker willkurlich vergroBerte Oberflache kann fiir be- 
sondere Arten der Prozessierung, wie beispielsweise lonen- 
austausch, oder fiir die Speicherung groBerer Mengen an 
Analytmolekulen genutzt werden. 

Es sind in jungster Zeit mehrere Verfahren zur Erzeugung 
extrem hydrophober Oberflachen bekannt geworden, die 
sich fur diese Erfindung einsetzen lassen. Neben der bereits 
bekannten Beschichtung mit perfluorierten Substanzen wie 
PTFE (beispielsweise mit Teflon gibt es Beschichtungen mit 
Lotos-Effekt (W. Barthloa und C Ndnhuis, "Purity of the 
sacred lotus, or escape from contamination in biological sur- 
faces", Planta 202 (1997), 1) oder mit organischanorgani- 
schen Sol-Gel Nanocompositraaterialien (DE41 18184), 
siehe beispielsweise R. Kasemann, H. Schmidt, S. Briicki 
Bol. Soc. Esp. Ceram. Yi± 3 1-6, Vol. 7, (1992), 75. Die Na- 
nocomposiimaterialien lassen sich auf Metallen. Glas oder 



Kunststoffen als wenige Mkrometer diinne, kratzfeste 
Schichten einbrennen. Formteile aus geeigneten Kunststof- 
fen wie beispielsweise Polyethylen lassen sich oberflachlich 
in einem durch elekuische EnUadung erzeugten Ruor- 
5 plasma perfluoricnen. Auch Beschichtungen mit Teflon-arti- 
gen Materialien lassen sich durch Zugabe keramischer Be- 
standteile hochst kratzfest machen. 

Fiir die vorliegende Erfindung ist bedeutsam, dass die 
noch vor einigen Jahren henrschende Lehre, die Oberflachen 
to konnten in eine lineare Skala zwischcn hydrophil (= lipo^ 
phob Oder auch oleophob) und hydrophob (= lipophil oder 
auch oleophil) eingeteilt werden, heute als uberholt anzuse- 
hen ist Sowohl die perfluorierten Oberflachen wie auch Be- 
deckungen mit Nanocompositmateri alien sind nicht nur hy- 
15 drophob, sondem gleichzeitig auch lipophob und ganz all- 
gemein lyophob fur eine Reihe von wasserversetzten orga- 
nischen Losungsmitteln wie Alkoholen oder Acetonitril. 

Das Prozessieren findet im Allgemeinen in waagerechter 
Ausrichtung der Unteriage statt, und zwar mit den Ankem 
20 auf der Oberseite. Es ist aber auch moglich, in hangenden 
Tropfen auf der Unterseite des Tragcrs zu prozessieren. 
Auch dann wird hier von "Unteriage" fiir die Tropfchen und 
ihre Anker gesprochen. Die Unteriage fur die lyophilen An- 
kem auf lyophober Oberflache wird hier Trager genannt. 
25 Die Erfindung betrifft dabei sowohl das Verfahren der 
Prozessierung im ankergebundenen Tropfen, wie auch die 
Trager mit lyophilen Ankem bestinunter Belegungsarten in 
lyophober Umgebung als Vorrichtung. Der Trager kann aus 
beliebigem Material sein. beispielsweise aus Metall, Glas 
30 Oder Kunststoff. Die Oberflache kann glatt, aber auch poros 
sein. Auch die Form ist beliebig; der Trager kann beispiels- 
weise eine diinne Folic, eine Platte in GroBe einer Mikroti- 
terplatte, aber auch ein mikrostrukturierter Chip sein. Trager 
in der GroBe von Mikrotiterplatten haben den Vorteil, von 
35 kommerziell erhaltlichen Pipettierrobotem prozessiert wer- 
den zu konnen. Ein Chip hingegen kann auch elektronische. 
fluidische oder andere Mikrostrukturen tragcn, beispiels- 
weise zur Unterstiitzung von analytischen Verfahren oder 
clektrochemischer Prozessierungsschritte. So konnen auf 
40 dem Chip in den Ankern beispielsweise Dioden fur die An- 
regung der Ruoreszenz von Analytmolekulen in den Mikro- 
reaktoren und Detektoren fur ihren Nachweis enthalten sein. 
Auch Detektoren fur Messungen der Chemolumineszenz, 
die bei Zugabe von Chemikaiien bestimmte Analytmolekule 
45 Oder auch nur Analytmolekulformen nachweisen kann, kon- 
nen eingebaut werden. Das Konzept des "Lab-on-the-Chip" 
iasst sich mit den erfindungsgemaBen Mikroreaktoren, die 
sich von auBen gut beladen lassen und somit das Konzept in 
cine dritte Dimension offnen, in wertvoller Weise erweitem, 
50 vor allem auch dadurch, dass durch die auBenliegenden Mi- 
kroreaktoren eine hohere Prozessierungsdichte erzeugt wer- 
den kann. 

Die Trager sind zweckmaBigenveise mit automatisch les- 
baren individuellen Kennungen versehen, die eine Ver- 
55 wechslung ausschlieBen und eine sehr genaue Verfolgung 
und Protokolliening der Proben und ihrer Prozessierung in 
den Bearbeilungsrobotem erlauben. Die Kennungen konnen 
beispielsweise aufgedruckte Barcodes oder auch eingearbei- 
tete Transponder sein, die von den Bearbeitungsrobotem ge- 
60 iesen werden konnen. 

Der Erstauftrag vieler verschiedenartiger Proben, die vie- 
len einzelnen ProbengefaBen aus mehreren Probentabletts 
enuiommen werden mussen, auf einen Trager geschieht im 
Allgemeinen in Pipettenrobotem unter Wechsel der Pipet- 
65 tenspilzen Probe nach Probe und ist nicht unprobleraatisch, 
da der Probenaufu^g in der Regel lange dauert und die 
Tropfchen bei ofFener Betriebsweise leicht eintrocknen. Das 
kann man aber auch ausnutzen, indem man die Proben ab- 
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sichtlich trocknen lasst, gegebenenfaUs in Schutzgas. Da- 
durch wird in der Rcgel der Trager mit den Proben lagerfa- 
hig, ohne dass sich die Proben zersetzen oder sonst veran- 
dem. Die Proben lassen sich spater durch Zugabe von 
gleichartigen Reaktionsfiussigkeiten, die mit Vielfachsyste- 5 
men simultan und schnell erfolgen kann, waiter zeitparallel 
prozessieren. Sind die Proben nicht trocken lagerfahig, so 
kaiin man die Proben auch auf einen gekuhlten Trager auf- 
bnngen, auf dem sie kurz nach dem Aufbringen einfrieren. 

Nach erstem Probenauftrag mussen in der Regel Russig- lO 
keiten, manchmal auch Case zugegeben werden, wie L6- 
sungsmittel, Losungen mit Substanzen fiir chemische oder 
enzymalische Reaktionen, Steuerungssubstanzen fur den 
Ablauf der Prozessierung (bei spiels weise zur Anderung der 
pH-Wene). Puffersubstanzen und so weitcr. Die weiiere 15 
Zugabe erfolgt vorzugsweise beriihrungslos. urn zusatzliche 
Wandkontakte und damit verbundene Storungen auszu- 
schlieBen. Hierfur eignen sich prinzipieU folgende Metho- 
den: 

20 

(a) die Zugabe von beliebigen Losungen durch beruh- 
rungsloses Dispensieren, u'obei mit Piezo- oder Sole- 
noid-Mi krodispensem Oder auch Bubble-Jet-Systemen 
analog zur Tmtenstrahldrucktechnik kleinste, aber 
wohldefiniertc Hussigkcitstropfen im Bereich von 50 25 
bis 100 Picoliter Volumen beriihrungslos auf das Ziel- 
substrat platziert werden, 

(b) die Zugabe reinen Losungsmittels miiiels Konden- 
sation aus ubersatligter Dampfphase durch den Einsatz 
einer Feuchtigkeilskammer oder eines unten beschrie- 30 
benen Verleilerdeckels, 

(c) die Zugabe von gasfonnigen, loslichen Reaktant- 
Oder Regulationssubstanzen (zum Beispiel Ammoniak, 
Kohlendioxid, Stickoxide) aus der umgebenden Gas- 
phase, die auch durch ein entsprechendes Deckelsy- 35 
stem zugefuhrt werden konnen, und 

(d) die Zugabe von Reaktionslosungen oder Losungs- 
miitehi durch einfaches Aufspriihen, wobei sich die 
Flussigkeit von den lyophoben Rachen auf die lyophi- 
len Hachen und somit zu den Probentropfchen zuruck- 40 
zieht. 
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Nicht beriihrungsfrei kann durch folgende Verfahren auf- 
getragen oder zugefugt werden: 



45 



(e) durch einfaches Tauchen der Trager, beispiels- 
weise um einen Grundauftrag mit Reaktanten vor dem 
eigentlichen Probenauftrag zu erhalten, 

(f) durch synchrones Pipettieren mit Vielfachpipetlen- 
kopfen, wobei die Pipettenspitzen zweckraaBigerweise 50 
stark lyophob zu wahlen sind, um die Tropfen gut ab- 
setzen zu konnen, 

(g) durch Stempehi, beispielsweise mit "Pin-Tools", 
bei denen die Flussigkeiten an Nadelspitzen hangen! 
oder * 53 

(h) durch fluidische Schaltungen auf dem Chip, die 
dem Tropfchen Flussigkeilsmengen durch den Anker 
hindurch zufuhren und entnehmen konnen. 

Die Zugabe von Flussigkeiten kann erfolgen, um Russig- 60 
keitsverluste durch Verdampfung auszugleichen und somit 
das Volumen der erzeugten Reakiionsraume zeiilich kon- 
stant zu halten, um Reaktionsmittel hinzuzugeben oder um 
die Reaktionsvolumina zeidich gezielt zu verandem. Die 
Veranderbarkeit der Reakdonsvolumina erlaubt die kontinu- 65 
lerliche zeitliche Anpassung der Reaktionsvolumina an den 
Verlauf darin ablaufender chemischer Stoffumsetzungen. Es 
lassen sich somit zum Beispiel lineare Abnahmen durch Ab- 



dampfen, exponenUelle Anstiege, oder periodische Verlaufe 
realisieren. 

Statt der Losungen konnen auch wassrige Suspensionen 
Oder Aufschlammungen aufgetragen werden, die zum Bei- 
spiel Gelstuckchen (mit Proteinen aus geleleku-ophoreti- 
schen Trennungen), Gewebeproben. Viren, Zellen, Zellag- 
gregate oder kleine feste oder gelartige Partikel fur Affini- 
latsaufreinigungen, Anreicherung oder oberflachenkataly- 
sierte Stoffumsetzung enthalten. 

Es ist ein wichdger Gesichtspunkt der Erfindung, dass mit 
dem Entfemen der aufgebrachtcn Flussigkeilstropfchen 
auch die Reaktionsraume wieder verschwinden. Diese sind 
somit in ihrer Natur temporare Gebilde und unterscheiden 
sich damit grundlegend von starren Behaltnissen. Die Tra- 
ger sind im Prinzip wiederverwendbai; wenn sie sich von al- 
ien Analyt- und/oder Reaktantmolekiilcn genugend gut rei- 
nigen lassen. 

Werden viele Reaktionsraume auf einem gemeinsamen 
Trager erzeugt, bestimmt der kleinste Abstand zwischen be- 
nachbarten Raumen dercn maximale Ausdehnung, und da- 
mit das maximale Reaktionsvolumen. Die Reaktionsraume 
konnen Volumina im Bereich von zehn Picoliter bis maxi- 
mal etwa zehn Mikroliter umfassen und in groBer Zahl auf 
ein und denselben Trager aufgebracht werden. Die Positi- 
onskoordinaten der Reaktionsraume sind durch das Design 
der Oberfiache fest vorgegeben. Es konnen auf einem Trager 
auBerordentlich hohe Anzahlen an Mikroreaktoren fiir die 
Prozessierung unteigebracht werden. Selbsl bei relativ gro- 
Ben Volumina von 500 Nanolitem, die Tropfen mit einem 
Millimeter Durchmesser ergeben, konnen auf einem Trager 
der GroBe einer Mikrotiterplatte mit einem Rasterabstand 
von 1,5 Millimetem 3456 Tropfen untergebracht werden. 
Modeme Piezodispenser konnen aber Tropfchen wesendich 
geringerer Volumina erzeugen. 

Die hier definierten Mikroreaktoren in Tropfchenform 
sind der Gefahr des Austrocknens ausgesetzt. Man muss sie 
daher in besonderer Weise schiitzen, beispielsweise, indem 
man den gesamten Trager in einen Raum gesatdgten 
Dampfdrucks fur das Losungsmittel halt. Im Allgemeinen 
wild es sich bei biochemischer Prozessierung um Wasser als 
den Hauptbestandteil der Losung handeln. Dann muss be- 
sondere Vorsicht waken, da Wasserdampf leichter als Luft 
ist, die wassergesatdgte Luft nach oben strebt und trockene- 
rerLuftPlatzmacht. 

Sehr kleine Tropfchen haben einen sehr hohen Dampf- 
druck, der weit uber den Satdgungsdampfdruck des Lo- 
sungsmittels hinausgehen kann. Bei Benutzung solcher win- 
zigen Mikroreaktoren mussen daher besondere MaBnahmen 
ergriffen werden, die die Tropfchen selbst in gesattigten 
Dampfraumen vor zu schneller Verdunstung retten. Bei- 
spielsweise konnen dazu in bekannter Weise Zusatze zu der 
Losung verwendet werden, die den Dampfdruck der Losung 
herabseuen. Man kann dadurch sogar ein Gleichgewicht mit 
dem umgebenden Dampfraum so herstellen, dass sich die 
TrdpfchengroBe selbst einstellt und erhalt. Andererseiis ist 
es auch moglich, durch Zugabe von schlecht verdampfbaren 
amphiphilen Substanzen in geringsten Mengen eine Ober- 
flachenschicht auf den Tropfchen zu erzeugen, die den 
DurchtritL des Losungsmittels und damit eine Verdunstung 
verminden, wenn nicht sogar verhindert. 

In jedem Fall aber ist es gunstig, die Trager wahrend des 
Ablaufs langerdauemder Prozessierungsschritle mit dicht 
schlieBenden Deckeln zu versehen. wie in Abb. 2 darge- 
stellL SoUen beispielsweise Temperaturzyklen fiir PCR- 
Amplifikauonen durchlaufen wenden, so ist eine solche 
Deckelung zwingend. Umfasst der Deckekaum etwa zwei 
Millimeter uber einem Trager in der GroBe einer Mikrodter- 
platte, so nimmt die Luft im Deckelraum bei Erwarrnung 
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von 50 auf 90 Grad Celsius etwa 8 Milligramm Wasser auf, 
die bei Abkuhlung wieder an die Tropfchen zuaickgegeben 
weiden. Befinden sich hier 1536 Tropfchen zu je einem hal- 
ben Milligramm, so sind Verdunstung und Wederkondensa- 
tion kaum zu bemerken. Da jedoch der Dampfdruck von der 5 
TropfchengroBe abhangt, kann es bei vielen Zyklen sehr 
leicht zu Ungleichgewichten kommen, groBere Tropfchen 
nehmen dann auf Kosten der kleineren Tropfchen zu. Hier 
kann es zweckmaBig sein, den Deckel mit Kammem zu ver- 
sehen, die jeweils einzelrie Tropfchengruppen oder sogar lO 
einzelne Tropfchen umschlieBeo; 

Der Deckel fur die Trager kann aber auch Zu- und Abfuh- 
rungssysteme fur Case und Dampfe enthaUen, wie sie eben- 
faUs in Abb. 2 dargesleUt sind. Dabei kann ein Verteilungs- 
system im Deckel dafiir sorgen, dass ein gleichmaBiges Er- 15 
reichen aller Tropfchen gewahrleistet wird. So konncn bei- 
spielsweise Ammoniak, Kohlendioxid oder Slicksioffoxide 
fiir Steuerung des pH-Wertes zugefuhrt werden, ohne dass 
einzelne Tropfchen in der Nahe einer Zufiihrungsoehung 
iibersattigt und andere nicht erreicht werden. 20 

Durch einen Teiltrocknungsprozess in trockener Luft be- 
ginnen in den Tropfchen sehr schnelle und unregelmaBige 
Jet- und Wirbelstrome zu flieBen. diese bilden einen auBeret 
effektivcn Misch- und Umruhrprozess, der die Reaktionen 
in den Mikroreaktoren beschleunigt. So konnen insbeson- 25 
dere alle Flussigkeitsmolekule in kurzer Zeit einmal mit der 
Ankeroberflache in Beriihning gebracht werden, wenn be- 
stimmte Oberflachenprozessierungen an den Ankem erfol- 
gen sollen. Die dadurch verkleinerten Tropfchen konnen 
durch Dispensersysteme beriihrungslos wiederaufgefuUt 30 
Oder mit weiteren Reaktandosungen versehen werden. Die 
trockene Luft fur diesen Prozess kann ebenfalls iiber das 
Verteilsystem im Deckel zugefuhrt werden, ebenso wie die 
dampfgesattigte Luft zum Anhalten des Teiltrocknungspro- 
zesses. 3^ 

Fiir das Uberlragen der Tropfchen von einem Trager auf 
einen anderen konnen Vielfachpipetten eingesetzt werden, 
es bieten sich aber auch andere Methoden an. Durch vor- 
sichtiges Umdrehen von Tragem, eventuell nach Einfrieren, 
konnen die dann hangenden Tropfen auch durch direkten 40 
Kontakt schwericraftunlerstutzt von einem Trager zum ande- 
ren ubertragen werden, wobei durch einen Rahmen eine ge- 
naue Justiening von Position und Abstand gewahrleistet 
werden kann, wie in Abb. 3 gezeigt, Eine Federung im Rah- 
men mit Abstandsstopp erlaubt eine manuelle Handhabung 45 
der vorsichtigen Kontaktherstellung mit anschlieBendem 
Ablosen. Besonders einfach gelingt das Umdrehen der Tra- 
ger, wenn sie sich im zusammengepressten Zustand wie in 
Abb. 3B befinden. Dabei beginnt man mit slehenden Tropf- 
chen auf einer Geberplalte, bringt die Empfangeq>lalte von 50 
oben m Kontakt, dreht das Plattensandwich urn, und hebt die 
jetztoben befindliche Geberplatie vorsichtig ab. Je nach der 
GroBe der Anker und ihrer Lyophilitat werden schwerkraft- 
unterstutzt unterschiedliche Anteile der Tropfchen iibertra- 
gen, es lasst sich aber eine gute Reproduzierbariceit der 55 
ubertragenen Volumina erreichen. 

Diese simultane UberUragung von vielen Tropfchen kann 
auch genutzt werden, Reakdonsmittel aus Vielfachpipetten 
auf probenbeladene Trager ohne Verschmutzung der Pipet- 
ten aufzutragen. Es wird dabei die Reaktionslosung mit der 60 
Vielfachpipette erst auf einen sauberen Trager mit lyophilen 
Ankem aufgeu-agen, und die Tropfchen dieses Tragers wer- 
den dann durch die beschriebene Kontaktubertragung in ei- 
nem Schritt auf die probenbeladene Tragerplatte ubertragen. 
Durch diese einfache Technik ist es mogUch, die bisher be- 65 
reits entwickelten Pipetlenkopfe mit 96 oder sogar 384 Pi- 
petlen weiter vollkonunen verschmutzungsfrei zu benutzen. 
Auch die Entwicklung von Pipettenkopfen mit 1536 Pipet- 
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ten ist denkbar und brauchban Eine solche Entwicklung 
konnte sogar von der Erfindungsidee Gebrauch machen, in- 
dem mikrostrukturierte Trager mit lyophilen Ankem und 
fluidischem Russigkeitstransport durch die Tragerplatte zu 
den Ankerfiachen versehen werden. Da sehr oft viele Trager 
mit der gleichen Reaktionsflussigkeit versehen werden mus- 
sen, ist eine solche Entwicklung lohnend. Ein Beispiel ist 
die Reakdonsflussigkeit fur PCR-Vervielfalugungen von 
DNA, die ohne die spezifischen Primer. aufgetragen werden 
kann und somit fiir aUe PCR-Prozesse.iramer gleich ist. 

Die zusammengepresste Stellung der Platten, wie in Abb. " 
3B gezeigt, kann auch furelekurophoreusche Ubertragungen 
von Substanzen genutzt werden, wenn Russigkeit und even- 
tuelle Isolierschichten auf den Ankem geeignet sind, Elek- 
u-olyse zu venmeiden. Durch eine starkes eiektrisches Feld 
zwischen den Tragem konnen oberflachengebundene Sub- 
stanzen yon einer Tragerplatte zur anderen transferierl wer- 
den. Frei geloste Substanzen konnen zu den Ankem eines 
Tragers gefiihrt werden. Es konnen aber auch Proteine aus 
Gelstuckchen durch Eiektrophorese auf die Anker eines Tra- 
gers ubcrfiihrt werden. 

Die Sandwichanordnung zweier Trager nach Abb. 3B 
kann auch fiir eine PCR-Vervielfaldgung verwendet wer- 
den. da sich dadurch dieWarmezufiihrung zu den Tropfchen 
stark beschlcunigen lasst, 

Eine Sandwichanordnung von zwei Tragem ohne Tropf- 
chenkontakt in genugendem Abstand kann auch fiir die be- 
riihrungslose Ubertragung der Tropfchen durch einen ein- 
maligen Schuttclvorgang verwendet werden. Gerichtetes 
Beschlcunigen und Abbremsen kann die Tropfchen durch 
ihre Tragheit gezielt synchron ablosen und auf die gegen- 
uberstehenden Anker bringen. Roboter konnen diese Bewe- 
gungen mit groBer Prazision ausfuhren. 

Diese Verfahren der einfachen Ubertragung der Tropf- 
chen erlauben den Einsatz unterschiediich fiinktionalisierter 
Trager. Zum Beispiel kann zuerst ein transparenter Trager 
fur opusche Detektionsmethoden eingesetzt werden undda- 
nach ein metallischer, elekuisch leiiender Traeer fiir 
MALDI-MS Analysen. 

Die lyophilen Anker der Trager konnen ebenfaUs in viel- 
faltiger Weise durch Praparationen funktionalisiert werden. 
So konnen Analytmclekule an geeignet mit Akzeptormole- . 
kulen praparierten Ankem durch Adsorpdon, durch Affini- 
tat, durch chemiscbe Bindungen. durch Hybridisierung 
(DNA) Oder durch Antikorperbindungen voriibergehend 
Oder dauemd immobilisiert werden. Pepdde konnen bei- 
spielsweise aus geeigneten Pufferlosungen pH-gesteuert an 
C18-prapariertcn Ankem adsorbiert und durch Veranderung 
des pH-Wertes oder durch oiganische Losungsmittel wieder 
desorbiert werden. Im immobilisierten Zustand konnen die 
Analytmolekule Reaktionen unterworfen, hybridisiert, en- 
zymatisch verlangea oder verkurzt, oder einfach nur durch 
Waschen von Reaktandosungen befreit werden, Es konnen 
beispielsweise aber auch Schichten zur langsamen Abgabe 
von Reaktantmolekulen oder zum Fangen schadlicher Reak- 
donsprodukte oder bestimmter VerschmuUungen aufge- 
bracht werden, beispielsweise konnen lonenaustauscher 
zum Einfangen von Metallionen dienen. 

Die immobilisienen Molekule konnen zum Beispiel mit 
Pufferlosungen, die sie immobil halten. in ahnlicher Weise 
gewaschen werden, wie das heute durch den Einsatz von 
"Magnetic Beads" bekannt ist. Das Waschen kann in einzel- 
ncn Tropfchen auf den Ankem geschehen, aber auch ge- 
meinsam in einem Bade oder unter einer Dusche fur alle An- 
ker eines Tragers. 

Die Anker konnen aber auch durch besondere Ausgestal- 
tung fur besondere Aiten von Analysen benutzt werden. Die 
Anker auf Siliziumchips konnen beispielsweise direkt mit 
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elektronischen Schaltungen fur Oberflachenanalysenverfah- 
ren wie "Surface Plasmon Resonance" oder "Surface Acou- 
stic Waves" ausgelegt werden. Fur optische Methoden kon- 
nen die Anker (eveniuell die ganzen Trager) durchsichtig 
Oder spiegelnd ausgefuhrt werden. Die Proben konnen teils 
in fliissigem, tei!s in getrocknetein Zustand in vielfaltiger 
Weise analysiert werden, beispielsweise colorimelrisch, ab- 
sorptionsspektrometrisch (auch im UV oder IR), fluores- 
zenzspektrometrisch, radiographisch oder massenspektro- 
metrisch. Es konnen bestinunte Reaktionen durch Chcmolu- 
mineszenz oder Thermolumineszenz, oder DNArHybridi- 
sierungsschmelzpunktkurven durch Farbumschlage genies- 
sen werden. Besonders im zusammengepressten Zustand 
nach Abb. 3B zwischen zwei durchsichtigen Tragem (oder 
auch nur mit durchsichtigen Ankem versehenen Tragem) ist 
eine gute DurchsU:ahlung der Tropfchen moglich, zum Bei- 
spiel fiir Absorptionsmessungen, 

Gegenuber gefaBgcbundener Prozessierung hat das hier 
vorgestellte Verfahren den einzigartigen Vorteil, dass die 
Wandkontaktflache iiber weite Veranderungsbereiche des 
Volumens der Flussigkeit hin imnier gleich groB bleibt. Da- 
mit wird vermieden, dass es GefaBwandrander gibt, die 
durch Kriechen der Riissigkeit, durch Trockenfallen oder 
durch ausdehnungsbedingte Wandkontaktveranderungen 
adsorbierte oder auskristallisierte Reste der Reaktionslo- 
sung tragen. Dadurch wird auch die Nachweisempfindlich- 
keit verschiedener Detektionstechniken verbessert, da Hin- 
tergrundsignale aufgnind unspezifischer Adsoqjtion von 
Probenmolekulen auBerhalb der fiir die spezifische Anbin- 
dung praparierten Flache ausgeschlossen werden. Dies ver- 
bessert das Signal-zu-Rauschvcrhaltnis und damit die Nach- 
weisempfindlichkeiL 

Durch Trocknen oder Einfrieren konnen die Proben auch 
fur langere Zeit lagerfahig gemacht werden. Bei geeigneter 
Ausfuhrung derTragerunterflache als Deckel fur die jeweils 
darunter liegenden Trager lasst sich - wie bei Mikrotiter- 
plaUen - eine hohe Packungsdichte fiir die Lagerung errei- 
chen. 

Neben den bisher schon aufgefuhrlen Vorteilen hat das er- 
findungsgemaSe Prozessieren aber auch die Vorteile groBer 
Einfachheit und geringer Kosten. Die Prozessierungen kon- 
nen weitgehend auf bereits heute erhaltlichen Pipettenrobo- 
tem ausgefuhrt werden. wcnn nur erst einmal die erfin- 
dungsgemaBen Trager zur Vcrfiigung stehen. Die geringen 
Prozessierungsvolumen scnken die Kosten fur die einzuset- 
zenden Chemikalien. 

Zwei Beispiele soUen das Prozessieren im Detail darstel- 
ien. Beide Beispiele sind dem Bereich der Massenspektro- 
metrie entnommen, es ist jedoch dem biochemischen oder 
molekularbiologischen Fachmann ein Leichtes, dicse Bei- 
spiele auf die von ihm benotigten Prozessierungs- und Ana- 
lysenschritte zu ubertragen. 

Das erste Beispiel betrifft das bereits oben geschilderte 
Verfahren zur Analyse eines Proteoms. Zunachst werden die 
EiweiBe eines ZeUverbandes 2D-gelelektrophoretisch ge- 
trennt. rait einem Farbemittel angefarbt, die den nachfolgen- 
den Verdau nicht stort, und in einer automatisch arbeitenden 
Vorrichtung aus dem Gel in runden Gelstuckchen von 0,5 
bis 0,8 Millimeter Durchmesser ausgestochen. Die feuchten 
Gelstuckchen werden vom Stanzroboler automadsch auf 
den iyophilen Ankem einer erfindungsgemaBenTragerplatte 
abgelegt, wo sie kleben bleiben. In einer einfachen, nicht be- 
sonders verfeinerten Ausfuhrung befinden sich 1536 ly- 
ophile Anker mit jeweils 0,6 Millimeter Durchmesser in 
stark lyophober Umgebung auf einem vemickelten Alumi- 
niumtrager in GroBe einer Mikrodterplatte. In der Mitte der 
unbeiegten Nickelanker befinden sich jeweils C18-Bele- 
gungsfleckcn mit Durchmessem von etwa 200 Mikrometem 
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fur das spatere Adsorbieren der Verdaupeptide. Der Ring 
hydrophilen Nickels um die hydrophobe C18-Belegung 
herum gewahrleistet den Kontakt der spater aufzubringen- 
den Flussigkeit mit dem Anker. 
5 Die feuchten Gelstuckchen werden jetzt zunachst vor- 
sichdg angetrocknet. Dabei findet eine Dickenschrumpfung 
der aufliegenden Gelstuckchen statt. Die anschlieBende 
Zugabe einer Trypsinlosung mil entsprechenden Puffem 
(beispielsweise durch eine sirnultane Kontaktiibertragung 
10 von einer zuvor mit Vielfachpipette beladenen Tragerplatte) 
lasst die Gelstuckchen wieder aufquellen, wodurch das Ver- 
dauenzym Trypsin zu den Proteinen im Gel gebracht wird. 
Ein Uberschuss an Flussigkeit im Gesamtvolumen von 500 
Nanolitem lasst die Gelstuckchen in den ein Millimeter dik- 
15 ken Tropfchen aufschwimmen. 

Die Tragerplatten werden dann mit dicht abschiieBenden 
Deckehi versehen und fur etwa 12 Slunden in einem War- 
meschrank bei 37 Grad Celsius aufbewahrt. Dabei werden 
die Proteine durch das Trypsin verdaut, die Verdaupeptide 
20 diffundieren aus dem Gel aus und werden schlieBlich auf der 
C18-Insel adsorbiert. Ein Teiltrocknungsvorgang am Ende 
der Verdauzeit lasst die Tropfchen noch einmal krafdg 
durcheinanderwirbeb, so dass alle freischwimmenden Pep- 
tide an der C18-Insel eingefangen werden. Die Gelstuck- 
25 Chen werden jetzt einfach abgewaschen, die im adsorbierten 
Zustand gewaschenen Peptide werden getrocknet. 

Eine Losung von a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure in 30% 
Acetoniuil und Wasser desorbiert die Verdaupeptide und 
baut sie in die als MALDI-Matrix dienenden Kristallchen 
30 der Zimtsaure ein, die sich wahrend des Trocknens bilden. 
Die geurocknete Tragerplatte ist nun ferug fur die Aufhahme 
eines MALDI-nugzeitmassenspektrums der Verdaupeptide. 
Aus deren genau bestimmten Massen lasst sich das Protein 
in einer Proteinscquenzdatenbank in liblicher Weise suchen. 
35 Ein Proteom mit etwa 4500 Proteinen lasst sich in etwa 
vier bis funf Stunden automatisch ausstechen und auf den 
drei erforderlichen Tragem praparieren. Wenn Verdau und 
Exu^ktion der Peptide iiber Nacht erfolgen, konnen die Ver- 
daupeptide am nachsten Tag automatisch im Massenspek-. 
40 u-ometer gemessen werden, wozu bei heute erhaltiicher 
Technik etwa 12 Stunden erforderlich sind. Die Identifizie- 
njng erfolgt in Echtzeit wahrend der Spektrenaufnahme der 
nachsten Probe. Nicht eindeutig bestimmte Proteine konnen 
anschlieBend durch die Aufhahme von PSD-Tochterionen- 
45 spekUien einzelner Verdaupeptide endgultig bestimmt wer- 
den, wozu elwa weitere 12 Stunden notwendig sein werden. 
Veriuste durch wandadsorbierte Peptide treten mit der erfin- 
dungsgemaBen Technik praktisch nicht auf. 
Diese Methode mit erfindungsgcmaBer Prozessierung hat 
50 folgende Vbrteile: 



(1) Die Analyse eines Proteoms kann in etwa zwei bis 
drei Tagen abgeschlossen werden, wodurch weitge- 
hend vermieden wird, dass sich die empfindlichen Pro- 
teine, die sich nur in der naturlichen Umgebung in ihrer 
Zelle stabil halten, zersetzen und damit nicht raehr ana- 
lysiert werden konnen. 

(2) Die Analyse ist auBerordentlich einfach, sehr 
schnell und durch die geringen Volumina mit geringem 
Verbrauch an Chemikalien auch preiswerl. 

(3) Gegenuber bisher iiblicher Prozessierung in Gefa- 
Ben gibt es eine wesentiich hohere Wiederfindungsrate 
fur die einzelnen Verdaupeptide eines Proteins. Beson- 
ders die stark hydrophoben Peptide gingen bei bisheri- 
ger Technik haufig durch Wandeinflusse verloren; sie 
wurden in der massenspeku-ometrischen Messung gar 
nicht mehr gefunden. Da die Proteomforschung sich in 
zunehmender Weise auf die Abweichungen zwischen 
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realen Proteinen und den Sequenzen der Proieindaien- 
banken konzentrierl, sinddiese Verluste an Vcrdaupep- 
tiden nicht mehr hinzunehmen. 
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Das zweite Beispiel betrifft die Analyse des Genoms auf 5 
bestimmte Mutationen bin, die als so genannte SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphisms) vorliegen. Im menschlichen 
Genom gibt es mindestens 2 Millionen solcher SNPs. Sie 
charakterisiercn Anlagen zu Krankheiten oder lassen Unver- 
traglichkeiten fiir Medikamenle erkennen. Sie konnen aber lo 
auch erkennungsdienstlich zur Erkennung von Tater- oder 
Vaterschaft verwendet weiden. Etwa 40 geeignet ausge- 
suchter SNPs bestimnien als genetischer Hngcrabdnick ein- 
deutig einen Menschen oder ein Her. 

Fur die Messung solcher genetischer Fingerabdrirckc 15 
werden jeweils 1536 iysierte Mundabstriche als DNA-Pro- 
ben von einem Pipettienoboter aus Normflaschchen auf je- 
weils 40 Tragerplatten pipettiert Je eine der vier MiUimeter 
starken Tragerplatten aus dunn vergoldetem Aluminium mil 
1536 unbelegten Goldankera in stark lyophiler Umgebung 20 
dient zur simultanen Messung je einer bestimmten Mutation 
in den 1536 Proben. Es wird dann auf alle Platten eine Lo- 
sung dispensiert, die die Polymerase fiir die nachfolgende 
PCR-Vervielfaltigung, die Nucleotidtriphosphate und die 
notwendigen Puffer und Aktivatoren enthalt Dazu kann die 25 
oben beschriebene Technik der indireklen Ubertragung mit 
Kontakttragem benutzt werden, die durch Vielfachpipetten 
beladen wurden. Die mutalionsspezifischen Primer werden 
fur jede Tragerplatte getrennt aufgetragen. beispielsweise 
durch eine Bubble- Jet-Druckerleiste. Die Platte wird mit ei- 30 
nem Aluminiumdeckel abgedeckt, und mit vier anderen 
Platten, die unter gleichen Tcmperaturbedingungen piozes- 
siert werden konnen. auf eine Heizplatte gelegL Ein zweite 
Heizplatte kann auf die Deckel platziert werden. um eine 
gleichmaBige Erwarmung zu gewahrleisten. Diese Sand- 35 
wichanordnung wird nun den Temperaturzyklen zwischen 
etwa 50** und 90° Celsius unterworfen, die fiir die PCR-Ver- 
vielfaltigung notwendig sind. Wegen der guten thermischen 
Leitfahigkeit und der geringen thermischen Masse braucht 
ein Zyklus hier nur etwa anderthalb Minuten, die ublichen AO 
30 Zyklen also eine drei viertel Stunde. Die DNA-Proben der 
40 Tragerplatten konnen also in dieser einfachen Anordnung 
in etwa 8 Stunden amplifiziert sein. 

Statt Heizplatten zu verwenden, konnen auch etwas dik- 
kere Trager- und Deckelplatlen mit eingebauten Heiz- und 45 
Kuhlsystemen verwendet werden. So kann beispielsweise 
ein einfaches Durchflusssytem fur Heiz- und Kiihlwasser in 
den Tragem und ihren Deckeln installiert sein. Auch Tempe- 
raturftihier lassen sich integrienen, um eine gute Temperatur- 
regelung zu gewahrleisten. 50 

Umfasst der Deckelraum etwa zwei Millimeter uber ei- 
nem Trager in der GroBe einer Mikrotiterplatte, so nimmt 
die Luft im Deckelraum bei Erwarmung von 50 auf 90 Grad 
Celsius etwa 8 MilUgramm Wasser auf, die bei Abkuhlung 
wieder an die Tropfchen zuriickgegeben werden. Befinden 55 
sich hier 1536 Tropfchen zu je einem halben Milligramm, so 
sind Verdunstung und Wiederkondensation kaum zu benier- 
ken. 

Die Proben auf den Tragerplatten werden nach ihrer PCR- 
Vervielfaltigung auf neue Tragerplatten ubertragen, die mit 60 
Ankem versehen sind, die die DNA-Amplifikate binden 
konnen, so dass sie in ionenfreiem Wasser gewaschen und 
von alien bisherigen Reaktionslosungsbestandteilen befreit 
werden konnenVDie anschlieBend getrockneten Proben wer- 
den dann mit einem verdampfbarem Losungsmittel wieder 65 
gelost (beispielsweise mit einem Wasser-Acetonitril-Ge- 
misch) und auf den inzwischen gereinigten Trager fur die 
PCR-Vervielfaltigung riickubertragen. Nach deni Trocknen 



der DNA-Amplifikate werden nun Primer, Polymerase, ter- 
minierende und nichtterminierende Nucleotidtriphosphate 
und Puffer fur eine beschrankte. mutationsspezifische Pri- 
merverlangerung aufgebracht, die nach einigen weiteren 
Temperanirzyklen zu DNA-Produkten fuhrt, deren Lange 
die Mutation wiederspiegelt. Ubertragung auf einen Wasch- 
trager, der auch gleichzeitig fur die Zugabe der Matrix fur 
die lonisierung durch matrixunterstuizte Laserdesorption 
(MALDI) eignet, Waschen und Matrixzugabe schlieBt die 
Prozessierung ab, die fur die 40 Tragerplatten noch einmal 
etwa 8 Stunden in Anspruch nehmen wild. 

Die Proben konnen in einem modemen Massenspektro- 
meter mit automadscher Plattenzufiihrung in einem Mess- 
taki von nur zwei Sekunden vermessen werden, was etwa 48 
Stunden Maschinenzeit ohne Personalzeit in Anspruch 
niramL Somit konnen 1536 genetische Fingerabdrticke in 
nur zwei Person alschichten gemessen werden. 

Fachleute erwarten, dass sich dieses Verfahren der be- 
schrankten Primerverlangerung multiplexieren lasst; es ist 
bereits eine beispielhafte Zehnfachmuluplexierung vcrof- 
fentlicht worden. Werden nur jeweils vier SNPs in einer Pro- 
zessierungsprobe gleichzeidg gemessen, so lassen sich da- 
mit uber 3000 genetische Fingerabdriicke in einer Personal- 
schicht (8 Personalstunden) und einem Maschinentag mes- 
sen. 

Ein Vorteil dieser Prozessierung im stehenden Tropfchen 
liegt aber neben der Einsparung von Personaleinsatz auch in 
der Einsparung von Chemikalien und Enzymen. Die bisher 
angewandten PCTi-ReakUonen waren auf Minimalvolumen 
von 5 Mikrolitem beschrankt Damit ist eine Einsatzmenge 
von Polymerase verbunden, die sich nicht unterschreiten 
lasst und (wegen der Lizenzen fur PCH-Patente, die uber 
den Preis der Polymerasen eingetrieben werden) den Preis 
besdmmt. Mit dem erfindungsgemaBen Prozessieren lasst 
sich aber das Reaktionsvolumen ~ und damit auch der Che- 
mikalienpreis - auf ein Zehntel oder weniger reduzieren. 

Jedem Fachmann auf dem Gebiet des Mikroprozessierens 
wird es mit den Kenntnissen uber diese Erfindung und ihre 
Anwendung moglich sein, seine speziellen Bedurfnisse an 
Prozessierungen mit den hier angegebenen Grundprinzipien 
zu verwirkUchen, auch wenn die spezielle Art der Prozessie- 
rung hier nicht beschrieben sein soUte. 



Patentanspriiche 

1. Verfahren fiir das Prozessieren von Probenmoleku- 
len in kleinen Mengcn von Russigkeiten, dadurch ge- 

. kennzeichnet, dass das Prozessieren in Tropfchen 
stattfindet, die frei auf lyophilen Ankem einer anson- 
sten lyophoben Trageroberflache stehen oder an ihnen 
hangen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die lyophilen Anker so prapariert sind, dass 
sie definierte Oberflacheneigenschaften zeigen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass die lyophilen Anker mit Schichten prapariert 
sind. die die Proben molekule immobilisieren konnen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Immobilisierung reversibel ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass die lyophilen Anker mit Schichten prapariert 
sind, die Substanzmolekiile in die Losung abgeben 
Oder Subslanzen aus der Losung entfemen. 

6. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umge- 
bung fiir die Ausfiihrung des Verfahrens nach An- 
spruch 3 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die ly- 
ophilen Anker mit Schichten belegt sind, die Proben- 
molekiile reversibel oder nichtrevcrsibel binden und 
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damil mindestens zeitweise immobilisieren konnen. 

7. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umge- 
bung fur die Ausfuhrung des Verfahrens nach An- 
spruch 5, dadurch gekenozeichnet, dass die lyophilen 
Anker mit Schichten belegt sind, die Substanzmolekule 5 
in die Losung abgeben oder aus ihnen entfemen. 

8. Trager mil lyophilen Ankem in lyophober Umge- 
bung auf einem Trager fiir die Ausfuhrung des Verfah- 
rens nach Anspruch 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet, 

dass in den Trager elektrische, optische, fluidische, lo ^ 
akusLische oder mikromechanische Elemenle fiir die 
Prozessierung integriert sind. 

9. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umge- 
bung fiir die Ausfuhmng des Verfahrens nach An- 
spruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die ly- 15 
ophilen Anker als optische Fenstcr oder Spiegel ausge- 
bildet sind. 

10. Trager mit lyophilen Ankem in lyophober Umge- 
bung fiir die Ausfuhrung des Verfahrens nach An- 
spruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Tra- 20 
ger einen Deckel besitzen und dass im Deckel Zu- und 
Abfiihrungsleitungen fiir Gase und Dampfe enthalten 
sind, die die zugefuhrten Gase oder Dampfe in die 
Nahe eines jeden Tropfchens bringen. 

11. Trager nach Anspruch 7 bis 10, dadurch gekenn- 25 
zeichnet, dass er die GroBe einer Mikrotiterplatte hat 
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Abstract of WO01 26797 

^^S relates to the processing of very smail 
quantities of samples, i.e., carrying out chemical or enzymatic 
reactions, punfication processes or analyses, in small 
quantities of liquids in the order of one microlitre and less 
especially for very large numbers of samples In simultaneous 
processes. The aim of the invention is to reduce the container 
wall contact surfaces, which grow disproportionately with the 
smallest quanbtles of liquid, and their mainly 
disadvantageous influences by using standing (or hanging) 
droplets as microreactors for the processing. The droplets 
rest on easily wettable (lyophilic) anchors in surfaces which 
are othenvise not easily wettable (lyophobic). and therefore 
have a well-defined wall contact surface. The anchors can be 
passivated as desired or made surface-active, the latter in 
order to assist certain processing steps. It is also possible to 
mtegrate electncal. optical, fluidic or other microstructured 
elements into the support to assist the processing. The 
invention relates to the basic method for processing in the 
droplets and to the supports configured accordingly. 
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